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ではアルブミン尿の存在が体内の strain vessel の圧障害のマーカーとなる、
という仮説のもとに、動物実験にて高血圧性の strain vessel 障害が降圧によ
って抑制できるかを検討した。 
方 法：6 週齢の脳卒中易発症高血圧自然発症ラット(stroke-prone 
spontaneously hypertensive rats (SHR-SP)に、4％食塩食を与え、6 週間観察
したうえで、血圧測定、蓄尿の後に組織学的検討を行った(n=16)。次に、10 週













結 論：アルブミン尿の出現を認めた SHR-SP は血圧上昇に伴う酸化ストレスお
よび炎症性機序を介した傍髄質ネフロンの障害とともに脳血管障害を呈した。





 近年、アルブミン尿が心血管病（Cardiovascular disease: CVD）を予測する
マーカーとして捉えられるようになってきた 1-2。1984 年に Mogensen らが、ア
ルブミン尿は２型糖尿病の患者において顕性蛋白尿や早期死亡率を予見するこ











示されてきた 15-17。森らはアンジオテンシン II 負荷ラットにおいて、腎臓の傍
髄質糸球体障害は血圧に依存し、皮質表層糸球体はアンジオテンシン II により
障害を受けることを示した 18-19。さらに井原らはアンジオテンシン II 受容体拮
抗薬（angiotensin II type 1 receptor blockers; ARB）を高齢糖尿病モデル
ラット（Otsuka Long Evans Tokushima Fatty :OLETF）に投与し、糸球体障害
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アルブミン尿の存在が体内の strain vessel の圧障害のマーカーとなる。 
 この仮説を検証することを目的に、高血圧モデルラットで、脳卒中を起こす
ことが知られている脳卒中易発症高血圧自然発症ラット(stroke-prone 
spontaneously hypertensive rats :SHR-SP)を使用し、脳腎血管障害と炎症マ




に比して、SHR-SP は 40-50mmHg 高い血圧を示すことが知られており、ほぼ全例




















 6 週間の観察終了後に、ペントバルビタールナトリウム 100mg/kg 腹腔内注射
による全身麻酔下でラットの腹部大動脈に PE50カテーテル（Clay Adams, Sparks, 
MU, USA）を留置し、生理食塩液で左腎臓を灌流した後、直ちに摘出し、短軸方
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向に 3 mm 厚に切り、10％ホルマリン液で固定したものを組織学的検討に用いた。
挿入したカテーテルを上行大動脈にそって進め、大動脈弓部の高さより、4％パ
ラホルムアルデヒドで 5 分間灌流した後に脳を摘出、その後 10％ホルマリンで
固定したものを組織学的検討に用いた。各臓器は摘出時に重量を測定した。 
実験 2 ～ニフェジピンによる SHR-SP における strain vessel 障害抑制効果～ 
 実験 1 の動物モデルではアルブミン尿の排泄がラット間で不規則であったた
め、介入試験を行うには不適切であった。したがって予備実験にて、ラットが
同時期にアルブミン尿を呈するモデルを作製した。その結果、10 週齢のラット
に 8％高食塩投与をすることにより、2 週間で実験 1 と同程度のアルブミン尿が
出現し、どのラットも均一にアルブミン尿を呈することがわかった。このため、
実験 2では 10週齢のラットに 8%食塩食を 2週間投与するプロトコールで実験を
行った。ラットをニフェジピン投与群(n=8)、コントロール群(n=8)の 2 群に分
けた。ニフェジピンは 8%高食塩飼料に混入した。代謝ケージで計測した摂食量
から推定したニフェジピン摂取量は 80-100mg/day であった。毎週 2 回血圧測定、
0、1、2 週目に代謝ケージ内で食餌摂取量、飲水量を測定した。また、氷冷下で
24 時間尿を採取し、後述する方法で尿中アルブミン排泄量を計測した。 
  2 週間の観察終了後に、ペントバルビタールナトリウム 100 mg/kg 腹腔内注
射による全身麻酔下にラットの右腎動脈を結紮し摘出、その後長軸方向に割を
入れ、腎皮質、髄質外層に分けて、-80℃で保存した。得られた腎皮質、髄質外




実験 3 ～ニフェジピンによる SHR-SP における脳卒中イベント抑制効果～ 
実験 2 では脳血管障害に差が見られなかった。この原因として実験 2 で行った




中アルブミン排泄量を計測した。最高 5 週間にわたり観察を行った。 
 麻痺の出現、痙攣などの頭蓋内疾患が示唆された場合には、実験 2 のごとく






いた 4 回の値の平均をデータとして採用した。 
2． 尿中アルブミン排泄量 
 尿中アルブミン排泄量(Urinary albumin excretion:UAE)は尿量にて補正を行




 10%ホルマリンで固定した腎組織をパラフィン包埋した後、厚さ 2µm 切片を作
製した。エタノール・キシレンによる脱パラフィン処理の後、過ヨウ素酸シッ
フ（periodic acid Schiff; PAS）染色を施行した。PAS 陽性物質によるメサン
ギウム領域の拡大を糸球体硬化と定義した。 
 ランダムに選択した各切片 50 個の皮質表層糸球体および傍髄質糸球体を、光
学顕微鏡 BX51（オリンパス株式会社、東京）を用いて検鏡、撮影した後、これ
までの報告 24 に基づいて糸球体硬化度（Glomerular sclerosing index; GSI）
を測定した。すなわち、各糸球体の硬化度を 0～4（0 = 正常、1 = 0～25%硬化、
2 = 25～50%硬化、3 = 50～75%硬化、4 = 75%以上硬化）にスコアリングし、そ
れらを合計して糸球体数で除したものを、その切片の GSI とした。 
(2) 免疫組織化学 




目的に、水酸化ナトリウムにより pH を 7.0 に調整した 0.01 M クエン酸ナトリ
ウム緩衝液に切片を浸し、電子レンジで 5 分間加熱した。室温で冷却した後、
PBS で 1:200 に希釈した一次抗体を添加し、4℃で一晩反応させた。反応終了後
 10 
再び PBS による洗浄を繰り返し、二次抗体（ヒストファインシンプルステイン
ラット MAX-PO(M)、株式会社ニチレイ、東京）を加えて 37℃で 30 分間反応させ
た。発色反応にはジアミノベンジジン（株式会社同仁化学研究所、熊本市）を




が 20－30μm の血管のうち、長軸と短軸の比が 1.3 以下のほぼ円形の血管につ
いて評価した。血管は 400 倍の倍率で撮影し、外周の囲む面積のうち αSMA の





は傍髄質領域において Image J を用いて、血管平滑筋および糸球体を除いた
αSMA 陽性面積率を計測した。 
また、8-Hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG)、 Monocyte Chemoattractant 
Protein-1 (MCP-1)、 Transforming Growth Factor beta (TGF-β) 、ED-1 
(monocyte/macrophage)、デスミン(desmin)も同様の手法により免疫染色を行っ
た。(一次抗体の濃度はそれぞれ 1:20, 1:300, 1:20, 1:40, 1:1000 とした)。
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8-OHdG、MCP-1 そして TGF-β については、既存の報告 25 に従い、100 倍の倍率
でランダムに撮影した 20枚のスライドにおいて陽性の尿細管の面積を計算した。




ホモジナイザーMiniBeadbeater（BioSpec Products, Inc., Bartlesville, KO, 
USA）を使用して均質化した。その後、クロロフォルム、2-プロパノール、エタ
ノールを用いて全 RNA を抽出した。得られた全 RNA 2 µg を鋳型として、
Superscript 3 First-Strand Synthesis SuperMix（Invitrogen、東京）を使用
し、逆転写反応を行なった。サーマルサイクラーパーソナル TP240（タカラバイ
オ株式会社、滋賀）にて 50℃50 分、85℃5 分間反応させ、cDNA を合成した。 
  リアルタイム PCR には、SYBR Green I によるインターカレーター法（SYBR 
Premix Ex Taq II、タカラバイオ株式会社）を使用した。各種プライマーの最
終濃度を 0.4 µM に調整し、StepOne Real-Time PCR System（Applied Biosystems 






Transforming growth factor β1 （TGFβ1） 
  Forward: 5'-TGCGCCTGCAGAGATTCAAG-3' 
Reverse: 5'-AGGTAACGCCAGGAATTGTTGCTA-3' 
Monocyte Chemoattractant Protein-1; (MCP-1） 
  Forward: 5'- CTATGCAGGTCTCTGTCACGCTTC-3' 
Reverse: 5'- CAGCCGACTCATTGGGATCA-3' 
Osteopontin  
 Forward: 5'- GGCACAGTCAAGGCTGAGAATG-3' 






得られたデータはすべて平均値±標準誤差で表し、統計解析には Sigma Stat 
3.0（Systat Software, Inc, San Jose, CA, USA）を使用した。 
収縮期血圧および尿アルブミン排泄量については、Two-way analysis of 
variance（ANOVA）を用いて群間比較を行なった後、Bonferroni/Dunn の post hoc 
test を行った。リアルタイム PCR については、One-way ANOVA を用いて群間比








 観察終了直前の 12 週齢に代謝ケージで回収した 24 時間畜尿よりアルブミン
濃度を前述の方法で測定した。尿量で補正を行ったところ、一日 UAE は不均一
な分布をとることが分かった。予備実験で 12 匹のラットにおいて、UAE の中央
値 6.1mg/day であったために、カットオフ値を UAE 5mg/day とした。UAE がカッ
トオフを超えた群の群を HIGH 群(n=8, UAE=21.1±3.6mg/day)、これ以下の群を
LOW 群(n=8, UAE=1.2±0.6mg/day)とした(p<0.05)。実験１においては HIGH 群と
LOW 群で各種臨床パラメーターを比較した。表 1 にあるように、体重、腎重量比、
心重量比、収縮期血圧において二群間に差を認めなかった。（表１） 
2． 血管の評価 
 αSMA 陽性面積で解析した血管壁の肥厚について検討したところ、図 1,A のご
とく脳血管壁肥厚は脳髄質においては HIGH 群（83±4.3％）が LOW 群（63±4.2%）
に比べ有意に高値をしめしたが(p<0.05)。脳皮質においては HIGH群（66±5.6％）
と LOW 群（56±3.8 %）間で有意な差を認めなかった。また、HIGH 群においては
髄質血管の壁肥厚は皮質の壁肥厚より有意に高かったが、LOW 群では有意な差を
 14 
認めなかった。腎臓の傍髄質にある細血管壁肥厚は HIGH 群 (86±1.6%)が LOW
群(82±1.4%)より有意に高かった(p<0.05)。(図 1,B) 
 評価対象とした免疫染色の代表的な組織像を図 2 に示す。 
3． 糸球体評価 
図 3 に示すごとく、糸球体硬化度（GSI）は四群の中で HIGH 群の傍髄質糸球
体が最も高く(1.4±0.1)、LOW 群の傍髄質糸球体 GSI（0.9±0.2）より有意に高







αSMA 染色にて腎間質の線維化の評価を行ったところ、図 5 に示すごとく傍髄
質領域の間質線維化は HIGH 群(8.3±1.5%)が LOW 群（4.5±1.5%）より程度が有
意に高かった(p<0.05)。皮質表層領域では HIGH 群(1.7±0.4%)と LOW 群
（1.0±0.1%）に差を認めなかった。 
５．腎臓における、酸化ストレス、炎症のアルブミン尿への関与 





陽性細胞数は、HIGH 群（15.4±2.4 個/視野）が LOW 群(8.9±0.7 個/視野)より







相関を認めた。UAE と炎症マーカーとの相関は（UAE と MCP-1: R2=0.66,UAE と




 収縮期血圧の推移を図 8 に示す。コントロール群（n=6, day0, 216±4 
mmHg,day4 209±5mmHg, day7 230±4 mmHg, day10 216±6 mmHg, day13 220±7 
mmHg）に比してニフェジピン群（n=6, day0, 209±3mmHg,day4 181±3mmHg, day7 

























 実験 1 で尿アルブミンの出現に、炎症性機序の関与が示唆された。免疫染色
における蛋白レベルでは、ニフェジピン群では尿細管における炎症マーカーの
発現がほぼ完全に抑制されており、遺伝子レベルでのメカニズムに迫るために
RT-PCR を使用した。炎症に関わる因子である Osteopontin、MCP-1、TGF-β1 の
mRNA 発現変化について検討したところ、全体的な傾向として、皮質に比して髄
質外層は炎症関連因子の mRNA の発現は高かった。ニフェジピンによる介入によ
り有意に mRNA の発現をが抑制された。Osteopontin、MCP-1、TGF-β1 の mRNA
の相対的発現レベルは、ニフェジピン投与前を１とすると皮質で（0.1 倍、0.6
倍、0.2 倍）、髄質外層で（0.8 倍、0.2 倍、0.5 倍）であった。(図 13) 
実験 3 
 実験 2 において、脳では有意な血管障害が認められなかったが,これは観察期




た。血圧の推移は、コントロール群(day0 222±7mmHg、day4 222±4mmHg、day6 
220±4mmHg、day8 235±4mmHg、day10 227±2mmHg、day12 234±12mmHg、day15 
221±10mmHg、day18 222±8mmHg、day20 230±9mmHg、day24 257±8mmHg、day26 
233±23mmHg、day31 270±0mmHg)に比して、ニフェジピン群は(day0 221±5mmHg、
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day4 170±4mmHg、day6 187±4mmHg、day8 191±2mmHg、day10 180±5mmHg、day12 




 図 15 にコントロール群とニフェジピン群の UAE を示した。コントロール群（0
週 n=8 3.5±1.0mg/day、1 週 n=8 208±63mg/day、2 週 n=8 694±78mg/day、3
週 n=4 732±80mg/day、4 週 n=3 640±266mg/day）に対し、ニフェジピン群（n=8、
0 週 2.1±0.5mg/day、1 週 2.7±0.6mg/day、2 週 3.2±0.9mg/day、3 週 
2.2±0.5mg/day、4 週 8.1±2.6g/day）では、ベースラインでは差がないものの、
その後の週では UAE 増加が有意に抑制された。 
３．脳卒中イベント発生率 
 図 16 に示すように、5 週間の観察の中で、コントロール群は 8 例すべてに脳
血管障害が生じたが、ニフェジピン群ではイベントを起こしたラットはいなか








血管は共に strain vessel という解剖学的特徴を持っており、本実験の結果は、
アルブミン尿が strain vessel の圧による障害と関連が示されたと考えられる。
さらに、L 型 Ca チャネル拮抗薬であるニフェジピンは、これらの障害を抑制す
ることも示した。すなわち、本研究は圧依存性の障害が strain vessel に生じ、




























































 実験 1 において、尿中アルブミン排泄量の多い群では少ない群に比べて、脳
髄質の細血管の壁肥厚が有意に高かった。ところが、脳皮質細動脈おいては有



















観察 2 週間以降よりコントロール群では 5 週間ですべての個体が脳卒中イベン
































おり、これらは Strain Vessel に加わる圧負荷により惹起されると考えられる。 
3）L 型 Ca 拮抗薬ニフェジピンは SHR-SP の血圧ならびにアルブミン尿を有意に
改善した、これらには炎症に関わる mRNAの発現の抑制が一因として考えられる。 
4）SHR-SP においては、圧による腎傍髄質ネフロン障害は脳血管障害に先行し、
L 型 Ca 拮抗薬を用いた降圧により双方の障害を抑制することができた。 
5）圧による臓器障害は strain vessel に対して早期より生じる。アルブミン尿




1. Weir MR:Microalbuminuria and cardiovascular disease. Clin J Am Soc 
Nephrol 2007;2(3):581-90 
2. Karalliedde J, Viberti G:Proteinuria in diabetes: bystander or pathway 
to cardiorenal disease? J Am Soc Nephrol 2010;21(12):2020-7. 
3. Mogensen C:Microalbuminuria predicts clinical proteinuria and early 
mortality in maturity-onset diabetes. N Engl J Med 1984;310:356-360. 
4. Eijkelkamp WB, Zhang Z, Remuzzi G,et al:Albuminuria is a target for 
renoprotective therapy independent from blood pressure in patients with 
type 2 diabetic nephropathy: post hoc analysis from the Reduction of 
Endpoints in NIDDM with the Angiotensin II Antagonist Losartan (RENAAL) 
trial. J Am Soc Nephrol. 2007;18:1540-1546. 
5. Forman JP, Brenner BM: 'Hypertension' and 'microalbuminuria': the bell 
tolls for thee. Kidney Int 2006;69:22-28. 
6. de Zeeuw D, Remuzzi G, Parving HH,et al:Albuminuria, a therapeutic 
target for cardiovascular protection in type 2 diabetic patients with 
nephropathy. Circulation 2004;110:921-927. 
7. Ibsen H, Olsen MH, Wachtell K,et al:Does albuminuria predict 
cardiovascular outcomes on treatment with losartan versus atenolol in 
patients with diabetes, hypertension, and left ventricular 
hypertrophy? The LIFE study. Diabetes Care 2006;29:595-600. 
 27 
8. Wachtell K, Ibsen H, Olsen MH,et al:Albuminuria and cardiovascular risk 
in hypertensive patients with left ventricular hypertrophy: the LIFE 
study. Ann Intern Med 2003;139:901-906. 
9. Hillege HL, Fidler V, Diercks GF,et al:Prevention of Renal and Vascular 
End Stage Disease (PREVEND) Study Group. Urinary albumin excretion 
predicts cardiovascular and noncardiovascular mortality in general 
population. Circulation 2002;106:1777-1782. 
10. Yuyun MF, Khaw KT, Luben R,et al:Microalbuminuria and stroke in a 
British population: the European Prospective Investigation into Cancer 
in Norfolk (EPIC-Norfolk) population study. J Intern Med 
2004;255:247-256. 
11. Ravera M, Ratto E, Vettoretti S,et al:Microalbuminuria and subclinical 
cerebrovascular damage in essential hypertension. J Nephrol 
2002;15:519-524. 
12. Wada M, Nagasawa H, Kurita K,et al: Microalbuminuria is a risk factor 
for cerebral small vessel disease in community-based elderly subjects. 
J Neurol Sci 2007;255:27-34. 
13. Hillege HL, Janssen WM, Bak AA, et al:Microalbuminuria is common, also 
in a nondiabetic, nonhypertensive population, and an independent 
 28 
indicator of cardiovascular risk factors and cardiovascular morbidity. 
J Intern Med 2001;249:519-526. 
14. Thomas MC: Pathogenesis and progression of proteinuria. Contrib Nephrol. 
2011;170:48-56 
15. Johnson RJ, Gordon KL, Giachelli C,et al:Tubulointerstitial injury and 
loss of nitric oxide synthases parallel the development of hypertension 
in the Dahl-SS rat. J Hypertens 2000;18:1497-505. 
16. Mori T, Cowley AW Jr.: Role of pressure in angiotensin II-induced renal 
injury: chronic servo-control of renal perfusion pressure in rats. 
Hypertension 2004;43: 752-759. 
17. Bohle A, Biwer E, Christensen JA: Hyperperfusion injury of the human 
kidney in different glomerular diseases. Am J Nephrol 1988;8(3):179-86. 
18. Mori T, Polichnowski A, Glocka P,et al:High perfusion pressure 
accelerates renal injury in salt-sensitive hypertension. J Am Soc 
Nephrol 2008;19(8):1472-82 
19. Mori T, Cowley AW Jr, Ito S. Molecular mechanisms and therapeutic 
strategies of chronic renal injury: physiological role of angiotensin 
II-induced oxidative stress in renal medulla. J Pharmacol Sci 
2006;100(1):2-8. 
20. Ihara G, Kiyomoto H, Kobori H,et al:Regression of superficial 
glomerular podocyte injury in type 2 diabetic rats with overt 
 29 
albuminuria: effect of angiotensin II blockade. J Hypertens 
2010;28(11):2289-98. 
21. Ito S, Nagasawa T, Abe M: Strain vessel hypothesis: a viewpoint for 
linkage of albuminuria and cerebro-cardiovascular risk. Hypertens Res 
2009;32(2):115-2 
22. Yamori Y, Nagaoka A, Okamoto K： Importance of genetic factors in 
hypertensive cerebrovascular lesions: An evidence obtained by 
successive selective breeding of stroke-prone and resistant SHR. Jpn  
Circ J 1974;38:1095-1100,  
23. Okamoto K., Yamori Y., Nagaoka K:Establishment of the stroke prone 
spontaneously hypertensive rats (SHR). Circ Res 1974;34/35:143-153  
24. Tufescu A, Kanazawa M, Ishida A,et al:Combination of exercise and 
losartan enhances renoprotective and peripheral effects  in 
spontaneously type 2 diabetes mellitus rats with nephropathy. J 
Hypertens 2008;26:312-321 
25. Guo Q, Mori T, Jiang Y, Hu C,et al:Methylglyoxal contributes to the 
development of insulin resistance and salt sensitivity in 
Sprague-Dawley rats. J Hypertens 2009;27:1664-1671 
26. Jin C, Hu C, Polichnowski A, et al: Effects of renal perfusion pressure 




表１ 群間における身体的パラメーターの比較（実験 1） 
表 1  HIGH (n=8)  LOW (n=8)   
            
体重 (g) 240±4  244±3  n.s 
       
腎重量比 (% of BW) 0.44±0.01  0.44±0.01  n.s 
       
心重量比 (% of BW) 0.52±0.02  0.52±0.02  n.s 
       
収縮期血圧 mmHg 205±23  194±13  n.s 
       
尿中アルブミン排泄量 (mg/day) 21.1±3.6  1.2±0.6  p<0.05 
             
実験終了直前のパラメーター。体重、腎重量比、心重量比、収縮期血圧に有意













図１ HIGH 群および LOW 群間の脳細血管（A）、腎細血管の評価（B）。脳皮質細
血管において壁肥厚において差を認めなかったが、脳髄質細血管、腎傍髄質血
管において HIGH 群では LOW 群に比して優位な壁肥厚を認めた。Student’S 







































































図 2 脳細血管、腎傍髄質血管のαSMA 染色 
A)脳皮質血管は LOW 群、HIGH 群でαSMA 陽性の壁面積に有意な差を認めない。 B) 
脳髄質血管では LOW 群、HIGH 群でαSMA 陽性の壁面積に有意な差を認める。C)




B) Brain Medulla 
C) juxtamedulla 








図 3 400 倍の光学顕微鏡により PAS 染色にて糸球体硬化度（GSI）を検討した。
(A)。HIGH 群においては、傍髄質糸球体の GSI は LOW 群のそれと比べても有意に
高かった。また、HIGH 群においては傍髄質糸球体の GSI は皮質表層の GSI より
























図 4 デスミン染色による糸球体障害の評価。LOW 群、HIGH 群とも皮質表層糸球















図 5 間質繊維化の指標であるαSMA 陽性領域について検討した。写真（A）が
示すように HIGH 群は LOW 群に比して、傍髄質間質のαSMA 陽性領域面積が有意








































図６ 腎における MCP-1（A）、TGF-β（B）、8-OHdG（C）、いずれも HIGH 群で尿














図 7 尿細管の炎症マーカー（実験 1） 
光学顕微鏡 100 倍にて酸化ストレス、MCP-1、TGFβ、8OHdG の陽性領域について
検討した。HIGH 群は LOW 群に比して。MCP-1、TGFβ、8OHdG のいずれも陽性領
域面積は有意に高かった（A）。ED-1 陽性細胞の数についても HIGH 群は LOW 群に





























































   
   
   
   
   
   









図 8 収縮期血圧の推移。（実験 2） 
 ニフェジピン(80-100mg /day)投与群は、コントロール群に比して有意に血圧











































































図 10 尿中アルブミン排泄量の推移（実験 2）。ニフェジピン投与により 1、2
週の時点で有意に尿中アルブミン排泄量を抑制した。*p<0.05 vs.コントロール































図 11 腎細血管の評価（実験 2） 
 
図 11 αSMA 染色による腎細血管の評価（実験 2）。ニフェピン投与により、腎





















































































































































図 14 収縮期血圧（実験 3） 
ニフェジピン(80-100mg/day)投与の投与により、コントロール群に比して観察
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図 16 Kaplan-Meier 生存曲線（実験 3） 
ニフェジピン投与群ではコントロール群に比べて有意に生存率が高かった。















































6 週齢  









SHRSP 雄性  
8％食塩食 
8％食塩食＋nifedipine 
5 週間（最大） 
